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論文内容の要旨 
 
 DNA相同組換えとは、配列の相同な二つのDNAの間で遺伝的な交換が起こる現象であ
り、遺伝情報を再編成し生物種内における多様性を生む役割を担っている。また、相
同なDNAをDNA合成の鋳型として利用することで、損傷を受けたDNAの修復を行う役割
もある。このDNA相同組換えの中心となる反応は、DNA鎖の交換反応であり、リコンビ
ナーゼによって触媒される。リコンビナーゼは広く保存されたタンパク質で、真核生
物のRad51、古細菌のRadA、真正細菌のRecAなどがある。リコンビナーゼは、ATPとと
もに単鎖DNA(ssDNA)に結合し、DNAの周囲にらせん状のフィラメントを形成する。そ
して、このフィラメントにおいて、単鎖DNAと相同二本鎖DNAの間のDNA鎖交換反応を
触媒する。RecA・DNA複合体の結晶構造では、複合体中のDNAは通常のDNA二重らせん
構造と比較して引き伸ばされた構造をとっており、この構造が鎖交換反応で重要な役
割と果たしていると考えられている。このようなフィラメント構造は活性型フィラメ
ントと呼ばれ、90-100 Åのらせんピッチで特徴づけられる。このような活性型フィラ
メントを安定化させる因子として、真核生物のRad51では、Swi5-Sfr1というタンパク
質複合体やK+などの陽イオンの存在が知られていたが、どのようなメカニズムでそれ
 らの因子が活性型フィラメントを安定化するのかは明らかになっていなかった。そこ
で小甲裕一君は、実験・計算の両面から、活性型Rad51フィラメントの安定化機構に
ついて研究を行った。 
 Chapter 1では、Rad51を活性化する因子であるSwi5-Sfr1複合体の溶液構造につい
て、超遠心分析法、質量分析法、X線小角散乱法などを用いた解析を行った。まず、
Swi5-Sfr1複合体の会合状態について、超遠心分析法・質量分析法によって、Swi5と
Sfr1は1:1で会合すると決定した。次に、X線小角散乱実験によって、分子の概形を得
たところ、非常に細長い形状をしており、そのモデルの半分は、最近桑原らが決定し
たSwi5-Sfr1のC端ドメインの結晶構造とよく一致していた。このモデルのもう一方の
半分は、Sfr1のN端ドメインに相当すると思われるが、そのトポロジーを推定するた
めに、Sfr1のN端ドメインと特異的に結合するFabを複数作製し、Swi5-Sfr1-Fab複合
体のX線小角散乱実験を行った。その結果、Sfr1のN端ドメインは、末端から中央へ順
にいくようなトポロジーをしていることが明らかになった。さらに、このSwi5-Sfr1
の溶液構造モデルは、活性型フィラメントの溝に結合することで、活性型を安定化し
ているのではないかと仮説を立てた。 
 Chapter 2では、Rad51を活性化する陽イオンの効果について、分子モデリングと分
子動力学シミュレーションを用いた研究を行った。Rad51の結晶構造は、らせんピッ
チが130 Åと広い上、界面にATPが結合しておらず、活性型とは言えない構造であった。
そこで、らせんピッチが100 Åで界面にATPのアナログが結合している古細菌のRadA
の結晶構造の分子間配置を参照し、ホモロジーモデリング法でRad51の活性化型フィ
ラメントをモデリングした。モデリング構造では、RadA同様、K+イオンを介して、ATP
のγリン酸の認識がなされているとしたが、その妥当性を確かめるため、K+イオンの
結合数を変化させた分子動力学シミュレーションを遂行し、活性型フィラメントの安
定性におけるK+イオンの役割を検討した。その結果、K+イオンが結合しない場合、界
面が大きく開いてしまい、安定に活性型を保てないことが明らかになった。このこと
は、陽イオン非存在下で活性型のらせんピッチが保てないとする電子顕微鏡の結果と
も一致する。一般に、Pループ型ATP加水分解酵素では、アルギニンフィンガー等と呼
ばれる、隣接サブユニットの正電荷の側鎖がATPのγリン酸の認識に関与しているこ
とが知られているが、Rad51の場合、それに相当するのは負電荷のアスパラギン酸で
あり、K+イオンを介してATPγリン酸と相互作用するという特異的な認識機構が明らか
になった。 
 以上、本論文では、活性型Rad51フィラメントの安定化機構について、実験・計算
の両面からアプローチする研究を行った。安定化補助因子であるSwi5-Sfr1複合体の
溶液構造を決定し、ATP認識におけるK+イオンの役割も明らかにした。さらに、General 
Discussion and Conclusionにおいて、Swi5-Sfr1複合体およびK+イオンという二つの
安定化機構を統合するモデルを立てた。 
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論文審査結果の要旨 
 
 本学位論文の審査は、提出された論文の内容、公聴会、審査会での質疑応答に基づ
き、4名の審査員（主査：高橋栄夫 教授、副査：柴田武彦 大学院客員教授、副査：
林郁子 准教授、副査：禾晃和 准教授）によって、平成25年3月19日に行われた。審
査会では、専門分野、関連分野、外国語について、各審査委員と以下の質疑応答が行
われた（公聴会での質疑応答も含む）。 
 高橋主査からは、Sfr1のN端ドメインの役割についての質問があった。DNA結合能を
持つということから相同二重鎖DNAの結合に関与しているのではないかという点と、
Rad51への結合能の向上に関与しているのではないかという二点の説明があった。ま
た、方法論的な観点から、X線小角散乱のダミー残基モデルの信頼性についての質問
があった。モデル構築の計算の際に、様々な形の構造が出てくるが、大まかな特徴は
一致しており、その特徴については信頼できるという答えであった。Fabを結合させ
た複合体についてのダミー残基モデルについても、大まかな結合部位はわかるとした。
抗体を結合させた場合、どのように鎖交換活性が変化するのかという質問に対しては、
そのような実験をしていないのでわからないと答えた。K+イオンによるRad51フィラメ
ントの安定化に関しては、分子モデリングにおいてどのようにK+イオンを置いたのか
という質問があった。基本的にはRadAの結晶構造の位置を参照したと回答した。特に、
K+イオンを一つ結合させたモデルの時は、K+の濃度が低い条件におけるRadAの結晶構
造では一つだけK+イオンが結合しているので、その位置を参照したと答えた。 
 柴田副査からは、Sfr1のN端ドメインによる活性型Rad51フィラメント安定性増大に
ついて、Swi5-Sfr1の溶液構造モデルによって説明できるのかという質問があった。
Sfr1のN端ドメインに相当する部位もRad51フィラメントの溝に沿っているので、活性
型Rad51フィラメント安定性に寄与するのではないかと説明した。DNA・Swi5-Sfr1・
Rad51複合体において、ATPの加水分解と鎖交換反応、Swi5-Sfr1のリリースはカップ
ルするという実験データはあるのか、あるいはATPを使い切った後でも鎖交換反応は
起こるかという質問があった。それに対してはそのような実験は行っていないのでわ
からないという回答をした。K+イオンによる安定化機構について質問され、分子動力
学シミュレーションの概要説明およびATPγリン酸などとの静電相互作用によって安
定化していることを答えた。また、Rad51の参照実験においてD316Kを導入した変異体
について問われたところ、D316にはK+イオンを介したATPγリン酸との相互作用があり、
これをリジンに変異させるとK+イオンなしでもATPγリン酸と直接相互作用でき活性
型フィラメントの安定性が高まることを説明した。さらに、D316Kでは鎖交換反応活
性も高まるが、活性型フィラメントの安定化のため、逆にターンオーバーは減少し、
フィラメントからRad51が解離しにくくなると説明した。 
  林副査からは、DNA相同組換えにSwi5-Sfr1は必須かという質問があった。Swi5-Sfr1
がなくても弱いながらもRad51には鎖交換活性はあるが、Swi5-Sfr1存在下で活性が大
きく高まるということを説明した。また、他のホモログではどうかという質問に対し
ては、減数分裂時に機能するRad51ホモログであるDMC1においても活性を向上させる
と答えた。Swi5-Sfr1自体は、ヒトなど高等生物に至る真核生物で広く保存されてお
り、出芽酵母ではSea3-Mei5複合体がホモログだが、この複合体については減数分裂
特異的であると答えた。このように高等生物まで広く、このメカニズムが使用されて
いるメリットは何かという質問があったが、高等生物のようなゲノムサイズが大きい
生物においては、相同鎖の探索時に、Swi5-Sfr1による活性型フィラメントの安定化
が貢献するのではないかという意見を述べた。 
 禾副査からは、Sfr1のN端ドメインの構造についての質問があった。N端ドメインは
配列から天然変性状態だと推定されるが、X線小角散乱のデータから弱く構造をとっ
ているのではないかと回答した。また、陽イオンの種類依存性についての質問があっ
たが、RadAではNa+存在下でATP加水分解能、鎖交換反応能ともにほとんどなくなるが、
Rad51ではK+とNa+によってそれほど大きな違いは観測されていないことや、今回の分
子動力学シミュレーションでは、Na+結合時の計算はしていないことを説明した。また、
今回の計算ではフィラメント構造のうち2量体を扱っているが、多量体を対象とし、
プロトマー間の協同性を見た方がよいのではないかという質問に対して、今回は計算
時間の都合で2量体を扱ったが、今後多量体を扱っていきたいと回答した。 
 関連分野に関する質問については、高橋主査から複合体の結合比を決める実験手法
についての説明を求められたところ、超遠心分析法、質量分析法についての回答がな
された。また、柴田副査から電離放射線照射時のDNA二本鎖切断の機構についての説
明が求められ、少し時間を要したが、ある程度の回答を行うことができた。林副査か
らは、DNA-タンパク質間相互作用の実験手法についての説明を求められた。電気泳動、
ITCなどの説明を行うことができた。禾副査からは、細胞内における各陽イオンの濃
度についての説明を求められ、これも多少時間を要したものの回答を行うことができ
た。さらに、どうやって濃度勾配を実現しているのかという問いに対し、ポンプなど
のタンパク質がATPのエネルギーを利用して濃度勾配を作っているとの説明を行った。 
 外国語については、学位論文中のGeneral IntroductionおよびGeneral Discussion 
and Conclusionについて、本人が書いたことが確認された後、これらの章に基づいた
審査が行われた。多少冠詞などの文法的な問題、および、段落構成などについての問
題は指摘されたものの、全体としては簡潔な文章でよく書けているとの評価が寄せら
れた。 
 その後、審査員全員で討議を行った。研究内容については、質・量ともに申し分な
く、学位に十分値するとの評価を受けた。専門分野のみならず、関連分野に関する質
疑応答、英語力等すべてを総合的に判断し、申請者は学位を得るにふさわしい十分な
資格を有すると判定された。 
 
